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Singkong Karet (Manihot glaziovii Muell) merupakan umbi yang tidak termasuk bahan makanan  karena 
mengandung  unsur kimia asam sianida (HCN) yang bersifat racun. Kandungan pati dalam ubi mencapai 98,5 %. 
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui konsentrasi amonium sulfat dan waktu fermentasi terbaik terhadap kadar 
bioetanol yang dihasilkan. Proses hidrolisisi pati dilakukan secara  enzimatis melalui tahap liquifikasi dan 
sakarifikasi dengan menggunakan enzim alfa-amilase dan gluko-amilase yang akan mengkonversi pati menjadi 
glukosa. Glukosa hasil hidrolisis ditambahkan amonium sulfat sebagai sumber nutrisi dengan variasi 0,75 %; 1 % 
dan 1,25 % (b/v) kemudian difermentasi menggunakan jamur Saccharomyces cereviceaea dengan variasi waktu 
120, 144 dan 168 jam menjadi bioetanol. Pemurnian bioetanol dilakukan dengan proses destilasi. Analisa kadar 
alkohol menggunakan kromatografi gas. Hasil penelitian menunjukkan penambahan nutrisi amonium sulfat yang 
paling optimum adalah 1 % (b/v) dan waktu fermentasi yang optimum adalah 168 jam dengan kadar etanol sebesar 
28,183 %.. 
Kata-kata kunci:  Singkong karet, fermentasi, amonium sulftat, bioetanol.
PENDAHULUAN  
 
Sampai saat ini Indonesia belum dapat 
melepaskan ketergantungan terhadap energi fosil dan 
sebagian dari energi tersebut harus diimpor dari 
negara lain. Melalui Peraturan Presiden Republik 
Indonesia No. 5 Tahun 2006 tentang Kebijakan 
Energi Nasional, Pemerintah telah menetapkan 
bauran energi nasional tahun 2025 dengan peran 
minyak bumi sebagai energi akan dikurangi dari 52% 
saat ini hingga kurang dari 20% pada tahun 2025. 
Pada tahun 2025 itu pula, energi alternatif diharapkan 
mulai mengambil peran yang lebih penting dengan 
menyuplai 17% terhadap bauran energi nasional, 
termasuk di dalamnya biofuel atau bahan bakar 
nabati (BBN) ikut memasok sebesar 5%. 
Pemanfaatan bioetanol sebagai bahan 
campuran (aditif) dari bensin sering disebut dengan 
gasohol ED10. Gasohol  ED10  merupakan  
campuran  antara  bensin dengan  10% bioetanol 
murni. Gasohol ED10 memiliki angka oktan 92 yang 
hampir setara  dengan  pertamax  yang  memiliki  
nilai  oktan 92-95. Bioetanol mempunyai beberapa 
kelebihan dibanding dengan bahan bakar minyak 
bumi [1]. Bioetanol merupakan cairan hasil proses 
fermentasi gula dari sumber karbohidrat (pati) 
menggunakan bantuan mikroorganisme. Produksi 
bioetanol dari tanaman yang mengandung pati atau 
karbohidrat, dilakukan melalui proses konversi 
karbohidrat menjadi gula (glukosa) [2]. 
Pati merupakan bahan utama yang dihasilkan 
oleh tumbuhan untuk menyimpan kelebihan glukosa 
(sebagai produk fotosintesis) dalam jangka panjang. 
Singkong karet (Manihot glaziovii Muell) 
mempunyai kadar karbohidrat (pati) sebesar 98,47% 
[2]. Ini merupakan angka yang potensial guna 
pengolahan amilum menjadi etanol. Amilum atau 
pati yang berbentuk polisakarida dapat dihidrolisis 
menjadi glukosa dalam kadar yang tinggi melalui 
pemanasan. Glukosa inilah yang selanjutnya 
difermentasi untuk menghasilkan etanol. Singkong 
karet (Manihot glaziovii Muell) adalah salah satu 
jenis atau varietas singkong pohon yang mengandung 
senyawa beracun yaitu asam sianida (HCN) berkadar 
tinggi, sehingga tidak diperjualbelikan dan kurang 
dimanfaatkan oleh masyarakat. Karena berukuran 
lebih besar, dengan daun yang juga lebih lebar dan 
lebat, maka potensi singkong karet untuk 
berfotosintesis juga lebih besar dibanding dengan 
singkong biasa, dimana dapat menghasilkan ubi 
dengan berat hampir empat kali lipat dibandingkan 
singkong biasa. Singkong karet sangat layak 
dijadikan bahan baku pembuatan etanol dikarenakan 
ketersediannya sebagai bahan baku cukup aman. 




Berdasarkan uraian di atas, maka dilakukan 
penelitian ini untuk menentukan konsentrasi 
ammonium sulfat dan waktu fermentasi yang terbaik 
untuk mendapatkan kadar etanol yang maksimal. 
METODOLOGI PENELITIAN 
Preparasi Sampel 
Umbi singkong karet dikupas kulitnya dan 
dicuci menggunakan air hingga bersih. Singkong 
karet yang sudah bersih dipotong kecil-kecil 
kemudian dijemur disinar matahari selama 4-5 hari 
hingga kering selanjutnya dihaluskan dengan blender 
hingga menjadi tepung. 
Hidrolisis 
1. Proses Liquifikasi 
900 gram tepung singkong karet dimasukkan 
ke dalam panci besar, lalu ditambah  4.500 mL 
akuades kemudian diatur pH antara 4-5 
menggunakan HCl 0,1 N. Selanjutnya ditambahkan 
enzim alfa-amilase sebanyak 3 mL dan diiaduk 
hingga rata. Campuran tepung singkong karet 
dipanaskan dengan hot plate pada suhu 80-90 oC 
sambil diaduk selama 60 menit kemudian 
didinginkan hingga suhu 55 °C untuk dilanjutkan 
pada proses sakarifikasi. 
2. Proses Sakarifikasi  
Sampel hasil proses liquifikasi ditambahkan 
enzim glukosa-amilase sebanyak 3 mL, selanjutnya 
sampel tadi dipanaskan dengan pada suhu 50-60 °C 
sambil diaduk selama 60 menit kemudian 
didinginkan hingga mencapai suhu 30 °C.  
Fermentasi 
Sampel hasil proses sakarifikasi dimasukan ke 
dalam 3 wadah fermentasi kemudian ditambahkan 
Saccharomyces cerevisiae sebanyak 2 ose dan 
ditambahkan juga nutrisi ammonium sulfat masing-
masing pada wadah sebanyak 0,75% ; 1% ; 1,25% 
sambil diaduk. Setiap wadah dipisahlkan menjadi 
tiga wadah untuk difermentasi dengan variasi waktu 
fermentasi berlangsung selama 120, 144, dan 168 
jam. Campuran dijaga suhu maksimum 35 °C dan 
kemudian ditutup wadah fermentasi  
Destilasi 
Seperangkat alat destilasi disiapkan kemudian 
dimasukan hasil fermentasi ke dalam labu destilasi. 
Selama proses destilasi diatur suhu destilasi pada 78 
°C dan dihentikan proses destilasi ketika semua 
etanol telah terpisah. 
Analisis Data 
 Anilisis kadar etanol menggunakan instrumen 
Gas Chromatography (GC), Tipe 17A 2010, Merek 
Shimadzu. Adapun tahapan analisis kadar etanol 
dengan menggunakan Kromatografi Gas yaitu 
diambil 1 μl dari masing-masing destilat dan 
disuntikkan ke dalam kolom melalui tempat injeksi. 
Luas puncak etanol dari kromatogram dihitung. 
Kadar etanol dalam destilat ditentukan dengan 
membaca hasil kromatogram. 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
Pada proses fermentasi Saccharomyces 
cerevisiae memfermentasi glukosa menjadi etanol 
pada kondisi netral atau sedikit asam dan anaerob 
menggunakan jalur Embden Mayerhof Parans [3]. 
Adapun reaksi yang terjadi adalah sebagai berikut : 
C12H22O11 + H2O   2C6H12O6 
C6H12O6   2C2H5OH + 2CO2 
Sebagai nutrisi bagi Saccharomyces cerevisiae 
ditambahkan variasi konsentrasi ammonium sulfat 
sebagai sumber unsur nitrogen selanjutnya di 
fermentasi selama variasi waktu yang telah 
ditentukan dan dijaga suhu maksimum 35 °C pada 
pH 4-5. (NH4)2SO4 dapat meningkatkan pertumbuhan 
mikroba lebih tinggi selama proses fermentasi 
dibandingkan nutrisi sumber nitrogen lainnya [4]. 
Pada penelitian ini menggunakan singkong 
karet (Manihot glaziovii Muell) sebagai bahan baku 
untuk menghasilkan bioetanol melalu proses 
fermentasi. Proses fermentasi dilakukan dengan dua 
variabel bebas yaitu jumlah amonium sulfat sebagai 
sumber nutrisi dan lama waktu fermentasi. Dari hasil 
fermentasi diperoleh bioetanol yang sebelumnya 
telah melalui proses destilasi.  
























Peningkatan konsentrasi etanol dapat dilihat pada 
proses fermentasi dengan masing-masing 
penambahan amonium sulfat 0,75 %, 1 %, dan 1,25 
% secara keseluruhan meningkat dari 120 jam hingga 
168 jam. Dimana konsentrasi etanol tertinggi terdapat 
pada lama fermentasi 168 jam yaitu 28,183 %. 
 
 
Gambar 1.  Kurva kadar etanol terhadap penambahan 
ammonium sulfat dan lama waktu fermentasi 
Fermentasi singkong karet dengan konsentrasi 
amonium sulfat 1 % (b/v) menghasilkan etanol 
dengan kadar paling optimum pada hari ke-7 (168 
jam) yaitu 28,183 %. Sampai hari ke-7 (168 jam) 
diduga pertumbuhan dan aktivitas Saccharomyces 
cerevisiae berada pada fase logaritmik. Selama fase 
ini pembiakan bakteri berlangsung cepat, sel-sel 
membelah dan jumlahnya meningkat secara 
logaritma sesuai dengan pertambahan waktu.  
Kadar etanol yang sangat rendah dihasilkan 
pada hari ke-5 (122 jam), yaitu pada media dengan 
konsentrasi ammonium sulfat 0,75 % (b/v) sebesar 
9,593 %. Hal ini diduga disebabkan oleh beberapa 
faktor yaitu proses fermentasi sudah berjalan lambat 
karena kandungan gula dan nutrien di dalam media 
semakin sedikit. Keadaan ini juga diduga disebabkan 
karena etanol sudah mengalami oksidasi berubah 
menjadi asam asetat, sehingga pH media menjadi 
turun dan aktivitas Saccharomyces cerevisiae 
menjadi terhambat. Faktor lain yang dapat 
mempengaruhi adalah adanya kontaminan seperti 
bakteri asam laktat dan bakteri asam asetat yang 
mampu menjadi inhibitor dalam proses fermentasi 
sehingga etanol yang dihasilkan sangat rendah. 
Berdasarkan hasil fermentasi menunjukkan 
kadar etanol tertinggi yang diperoleh pada 
konsentrasi (NH4)2SO4 1 % (b/v). Pada fase ini 
nutrien yang tersedia pada media dikonsumsi secara 
baik serta dihasilkan zat-zat metabolik secara 
maksimal pada fase ini. Kecepatan pertumbuhan 
pada fase tersebut dipengaruhi oleh ketersediaan 
nutrien dalam media. Peningkatan konsentrasi 
ammonium sulfat akan meningkatkan ion ammonium 
dalam media. Selanjutnya ion ammonium sebagai 
sumber nitrogen digunakan dalam pembentukan 




Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan 
yang telah dilakukan, maka dapat disimpulkan hal-
hal sebagai berikut: 
1. Penambahan ammonium sulfat 0,75 % (b/v), 1 % 
(b/v), dan 1,25 % (b/v) masing-masing 
menghasilkan etanol dengan kuantitas tertinggi 
yaitu sebesar 23,233 %, 28,183 %, dan 23,830 %. 
2. Waktu yang diperlukan mikroba untuk 
menghasilkan etanol dengan kuantitas tertinggi 
adalah 168 jam yaitu sebesar 28,183 % pada 
penambahan ammonium sulfat 1 % (b/v). 
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